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【要旨】　自己免疫疾患の一つであるシェーグレン症候群（Sj　6gren’s　syndrome，　SS）には腺組織破壊がみら
れる．本研究はSSの唾液腺破壊の機序を追究することを目的としてFas／Fas　ligand（FasL）を介したアポ
トーシスおよび，これらとEpstein－Barr　virus（EBV）との関連を検討した．すなわち，　SS患者唾液腺にお
けるFasL，　FasおよびEBV抗原の局在ならびに唾液腺破壊とアポトーシスとの関連性について生検材料
の凍結切片を用い，TUNEL法および抗Fas，　FasL，　EBV　latent　membrane　protein（LMP），EBV　ZEBRA
抗体によって，免疫組織化学的検：索を行った．その結果，細胞浸潤の強い導管上皮にTUNEL法で陽Ek所見
が認められ，細胞浸潤の程度に相関して導管上皮にFas陽性細胞が検出され，また導管周囲に浸潤している
単核細胞にFasLの発現が認められた．同様に導管上皮にEBV　LMPおよびZEBRAの陽性所見が認められ
た．SSの成立機序の一つとして唾液腺導管上皮においてEBVの再活性化に伴いFasの発現が，他方導管周
囲に浸潤している細胞においてFasLの発現が充進し，これらFas／FasLを介した相互作用がもたらすアポ
トーシスによって唾液腺破壊が起こっている可能性が推察された．
緒 言
　自己免疫疾患の一つであるシェーグレン症候群
（Sj　dgren’s　syndrome，　SS）では，唾液腺，涙腺を
始めとする外分泌腺にリンパ球を主体とした細胞浸
潤が起こり1）2）3）腺組織破壊を生じるが，その機序に
は不明な点が多い．近年，慢性関節リウマチ患者の
滑膜細胞においては，Fas（APO－1／CD95）発現が充
進し，これを介したアポトーシスによる滑膜細胞破
壊が生じていることが報告されており，SSの腺組織
破壊においても同様の機序が想定される4｝．
　アポトーシスとは，生物の発育過程における形態
形成や成熟個体内での生体の恒常性維持，さらには
免疫系の多様性と特異性の獲得などにおいて，高度
に制御された能動的な細胞死のことである．このよ
うな細胞死は，虚血や化学的要因などによる受動的
な細胞死のネクローシスとは区別され，プログラム
死と呼ばれている5）．
　Fasは分子量約45　kDのtumor　necrosis　factor
（TNF）受容体ファミリーに属する1型膜蛋白であ
り6）7），これにFas　ligand（FasL）が結合することに
よりアポトーシスが誘導される．FasLは分子量約
40kDのTNFファミリーに属するII型膜蛋白であ
り8）9），細胞障害性T細胞（CTL）がFas依存性の
細胞障害活性を有し，FasLを発現していることが
報告されている10）．
　また，SSの発症には従来よりEpstein－Barr　virus
（EBV）の関与が示唆されており11）12＞13）14）15）16），さら
にEBV感染によりFasの発現が誘導されるという
機序も示されている17）．
　そこで今回著者は，SSの唾液腺破壊の機序におけ
るFas／FasLを介したアポトーシスの検出とEBV
とFasとの関連を明らかにする目的から，　SS患者
唾液腺におけるFasL，　FasおよびEBV抗原の局
在ならびに唾液腺破壊とアポトーシスとの関連性に
ついて検索を行った．
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Fig．　1　Terminal　deoxynucleotidyl　transferase
　　（TdT）一mediated　dUTP－biotin　nick　end　labe－
　　ling　（TUNEL）　method．
材料および方法
　1．対象
　今回の検索に用いたSS患者は，ほかの合併症を
認めず，Foxら18）がAmerican　Rheumatism　Asso－
ciation（ARA）に提案した診断基準，すなわち，
　1）Schirmerテスト陽性で，かつRose　bengaI
テストで角膜あるいは結膜に陽性所見を認めること
　2）　口腔乾燥症状を呈し，無刺激もしくは刺激時
において唾液分泌量の低下を認めること
　3）唾液腺組織にリンパ球の浸潤を認め，focus
score≧2個／4　mm2であること
　4）血清中に自己抗体が存在すること
　以上の4項目すべてを満たし，生検施行時までに
ステロイドや免疫抑制剤の投与を受けていない患者
を対象とした．
　2．検索に用いた材料
　一次性SS患者と診断された15名（女性15名，平
均年齢54．7歳）の口唇小唾液腺生検時の材料を用い
た．対照としてSSや他の自己免疫疾患，血液疾患の
既往のない剖検：例より得た口唇小唾液腺材料5例を
用いた．生検材料は，OCTコンパウンドに包埋し，
ドライアイス・アセトンを用いて急速凍結し，一80℃
で保存した．
　3．方　法
　4μm凍結切片を作製し，抗Fas抗体，抗FasL抗
体，抗EBV　latent　membrane　protein（LMP）抗
体，抗EBV　ZEBRA抗体を用いて，　streptavidin－
biotin酵素抗体間接法にて免疫組織化学的検索を行
った．さらに，Terminal　deoxynucleotidyl　transfer－
ase　（TdT）一mediated　dUTP－biotin　nick　end　labe－
ling（TUNEL）法によって，アポトーシスの検索を
行った（Fig．1）．
結 果
　1．FasおよびFasLの発現
　SS患者15例中10例（67％）において，導管上皮
にFasの発現が認められた（Fig．　2）．細胞浸潤が高
度で，周囲の間質の線維化をともなわない，活動性
の高い炎症のみられる部位の導管にFasの高発現
がみられ，炎症の程度とFasの発現の程度に相関が
認められた．また，SS患者15例中12例（75％）に
おいて，導管周囲に浸潤しているリンパ球様単核細
胞にFasLの発現が認められた（Fig．3）．健常対照
5例の唾液腺には抗Fas抗体および抗FasL抗体に
明らかな陽性所見はみられなかった．
　2。EBV　LMPおよびZEBRAの発現の検出と
　　Fas発現細胞との相関
　SS患者15例中6例（40％）において，導管上皮
ならびに一部の単核球にLMPの発現が認められた
（Fig．4）．細胞浸潤の程度とLMPの発現には相関は
認められなかった．LMP陽性6例中3例ではFas
抗原も陽性を示したが，同一部位にはその局在は認
められなかった．
　SS患者15例中7例（47％）において，導管上皮
にZEBRA抗原の発現が認められた（Fig．5）．細胞
浸潤が高度で，活動性の高い炎症の見られる部位の
導管にZEBRAの高度の発現が見られ，炎症の程度
とZEBRAの発現の程度に相関が認められた．
ZEBRA陽性7例すべてFasも陽性であった．この
うち2例については，LMPにも陽性であった．ま
た，健常対照には抗EBV　ZEBRA抗体に陽1生所見
は認められなかったが，抗EBV　LMP抗体に1例の
み陽性所見が認められた．
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Fig．6
　　　 　　Immunoperoxidase　staining　of　labial　salivary　gland　from　patient　with　SS　using　a　mono－
　　　clonal　antibody　to　Fas　antigen．　The　antigen－expressed　cells　were　observed　in　the　ductal　epithelial
　　　cells　and　some　mononuclear　cells　（allowheads）．　×　100
Fig．　3　lmmunoperoxidase　staining　of　labial　salivary　gland　from　patient　with　Sj6gren’s　syndrome
　　　using　a　monoclonal　antibody　to　Fas　ligand　（FasL）．　FasL　was　expressed　specifically　on　mononu－
　　　clear　cells　infiltrating　into　salivary　gland．　（allowheads）．　×200
Fig．　4　lmmunohistologic　staining　for　Epstein－Barr　virus－encoded　latent　membrane　protein　（EBV－
　　　LMP）　in　labial　salivary　gland　from　patient　with　SjOgren’s　syndrome．　EBV－LMP－positive　cells
　　　were　observed　in　epithelial　cells　of　salivary　gland　（allowheads）．　×200
Fig．　5　lmmunohistologic　staining　for　Epstein－Barr　virus－encQded　ZEBRA　（EBV－ZEBRA）　in　labial
　　　salivary　gland　from　patient　with　Sjdgren’s　syndrome．　EBV－ZEBRA－positive　cells　were　observed
　　　in　ductal　epithelilum　of　salivary　gland　（allowheads）　×200
Fig．　6　Apoptosis　of　labial　salivary　gland　from　patient　with　Sjo”gren’s　syndrome　by　the　TUNEL
　　　method．　Apoptotic　cells　were　detected　in　epithelial　cells　of　labial　salivary　gland．　×200
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　3．SS唾液腺におけるアポトーシスの検索
　SS患者唾液腺上皮細胞のアポトーシスを
TUNEL法を用いて検討した結果，　SS患者15例中
8例（53％）において，導管上皮にTUNEL陽性所
見が認めらた（Fig．6）．陽性8癒すべてFas，　FasL
も陽性であった．細胞浸潤の強い部位の導管にはア
ポトーシスに陥った細胞が多く存在しており，SS唾
液腺の導管破壊にはアポトーシスの関与が示唆さ
れ，対照的に健常5例では明らかな陽性所見は認め
られなかった．
考 察
　SSは唾液腺，涙腺などの外分泌腺にCD4＋Tリン
パ球を主体とした細胞浸潤により腺組織破壊が生じ
るとされているが19），この機序は未だ明らかにされ
ていない．そこで腺組織破壊が，近年同定された分
子であるFas／FasLを介したアポトーシスによる
ものか否かを検索するために，SS患者唾液腺組織切
片を作製し検討した．
　SS患者生検例の大半において，導管上皮にFas
の発現が認められた．細胞浸潤が高度で，周囲の間
質の線維化をともなわない，活動性の高い炎症のみ
られる部位の導管にFasの高度の発現がみられ，炎
症の程度とFasの発現の程度に相関が認められた．
また，Fasと同様にSS患者生検で，導管周囲に浸潤
している単核細胞にFasLの発現が認められた．健
常例の唾液腺には抗Fas抗体および抗FasL抗体
に明らかな陽性所見は認められなかった．Sudaら20）
は，FasおよびFasL　mRNAの発現をNorthern
hybridizationにて全身臓器を解析した結果，　Fas
mRNAの発現は，ほとんどの組織で検出されたが，
胸腺，肺，心臓，肝臓などで特に強い発現が認めら
れ，また培養細胞株では，T細胞，　B細胞，マクロ
ファージ，ミエロイド系，胸腺および骨髄問質細胞，
線維芽細胞系の細胞株に広く発現が認められたと報
告している．一方，FasL　mRNAは，胸腺，リンパ
節，脾臓などのリンパ器官および肺，小腸などの限
られた組織にのみ発現が認められ，また培養細胞株
では，T細胞系の細胞株にのみFasL　mRNAの発
現が認められ，細胞障害性T細胞（CTL），ヘルパ
ーT細胞（Th）0，　Th1細胞株はFasLを強く発現
していたが，Th2細胞は一部を除き，発現していな
かったとしている．このことから，FasLがTh1タ
イプのサイトカインの一つとも考えられると考察し
ている．また，正常唾液腺においては，腺細胞，導
管細胞ともFas発現はみられないとされてお
り21），著者と同様の結果を報告している．末梢血T
細胞をインターロイキン（IL）一2やインターフェロ
ンγ（IFN一γ）などのサイトカインで数日間刺激す
るとFas発現が西進し22），さらに高濃度のIL－2に
よってもFasL　mRNAの発現が誘導される15）とい
われており，SSにおいてもこのような機序が推察さ
れる．CTLの細胞障害におけるFas／FasLの役割の
重要1生について数多くの報告がある．従来，CD8＋
CTLには，パーフォリンとグランザイムAやBと
いったセリンエステラーゼの発現が認められるこ
と，またその発現量と有卵細胞や無核の赤血球に対
する膜障害活性に相関性があることが知られていた
が，Lanckiら23）は，一部のCD4＋Th2クローンにお
いても同様のことが認められることを示した．さら
にTh1と一部のTh2にパーフォリン，グランザイ
ムといった既知の障害因子の発現がないのにもかか
わらず，有核標的細胞に対しての障害活性を有する
ことを報告した．この結果は，パーフォリン非依存
性の標的細胞障害メカニズムが存在することを示唆
している．Rouvierら10）は，　CTLがFas依存性の細
胞障害活性を有することを示し，CTLがFasLを発
現していることを示唆した．また最近，パーフォリ
ンやグランザイム遺伝子のノックアウトマウス由来
のCD8＋CTLは，　Fasを発現していない標的細胞を
障害できないが，Fasを発現した標的細胞を障害し
うるという成績が示された24＞25）．これらのことから
FasLがCTL活性を担うエフェクター分子として
重要な位置を占めていることが示唆された．
Hanabuchiら26）は，パーフォリンを全く発現してい
ないCD4＋T細胞クローンの細胞障害機序にFas
が関与しているかをFasトランスフェクタントを
標的細胞として用いて検討した結果，Fasを発現し
ていない細胞株はこのようなCD4＋T細胞クローン
によって破壊されないのに対し，Fasトランスフェ
クタントには強い障害活性が認められたと報告し，
また，lprやlprc9といったFasに変異のあるマウス
由来の胸腺細胞を標的細胞として用いた場合には，
正常マウス由来の胸腺細胞に対してみられるような
障害活性は認められなかった．さらに，Stalder
ら27），Juら28）の報告によれば，　CD4＋T細胞クロー
ンの抗原特異的な活性化B細胞に対する障害活性
にもFas分子の関与が認められている．　CD4＋CTL
（4）
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の多くはパーフォリンやグランザイムを発現してい
ないことから，CD4＋T細胞クローンの多くはFasL
が標的細胞上のFasを介して細胞障害を起こして
いると考えられている．SS唾液腺の局所において
は，CD4＋T細胞を主体としたリンパ球浸潤が起こ
り，IL－2，　IFN一γ，　TNF一αを始めとするTh1タイ
プの過剰なサイトカイン産生の充進があることが報
告されている29）30）31）．これらのことから，SS唾液腺
局所でのサイトカイン産生により，導管上皮細胞に
おけるFasの発現やさらに導管周囲に浸潤してい
る活性化CD4＋T細胞におけるFasLの発現が充進
し，これらFas／FasLを介した相互結合により，ア
ポトーシスによる唾液腺破壊が起こっている可能性
が推察された．本検索では，さらにSS唾液腺破壊に
アポトーシスが関与しているか否かを検討する目的
で，断片化DNAの末端を標識することにより，アポ
トーシスを検出する方法であるTUNEL法を用い
て検索した．アポトーシス細胞におけるCa2＋濃度
上昇などの生化学的な変動は，形態学的な変化に先
だって生じ，続いて染色体DNAのヌクレオソーム
単位への断片化が，大半のアポトーシス細胞で認め
られる32）33）．DNAの断片化は50－200キロ塩基対の
ランダムな断片に切断された後，ヌクレオソーム（約
180塩基対）単位のリンカー部位での分断化が進行
する34）35）．このヌクレオソーム単位で分断された
DNA切断部位（3’一〇H末端）を，末端基転移酵素
（TdT）と，ビオチン化したdeoxyuridine（biotin－
dUTP）を用いて標識し，検出する方法である36）．こ
の方法を用い検討した結果，SS患者15例中8例
（53％）において，変性に陥った導管上皮にTUNEL
陽性細胞の発現が認めらた．このことより，SS唾液
腺局所における破壊の機序としてアポトーシスによ
るものが存在することが確認され，これは導管上皮
細胞におけるFasの発現とその周囲に浸潤してい
る単核細胞におけるFasLの発現が認められたこと
を考え合わせるとFas／FasLを介した相互結合の
機序が示唆された．近年，Nakajimaら4）は，慢性関
節リウマチ患者の滑膜細胞においてFasの発現が
二進し，これを介したアポトーシスによる滑膜細胞
破壊が生じていると報告しているが，一方Alpert
ら37）は，SS唾液腺生検：材料よりin　situ　hybridiza－
tionとpolymerase　chain　reaction（PCR）を用い
て，グランザイムAmRNAが浸潤大型リンパ球に
検出され，これが病変の臨床的活動期と相関してい
ることを示した．このことから，SS唾液腺における
アポトーシスの機序として，Fas／FasLを介した経
路とは別にグランザイムAを介した細胞障害の機
序が存在することも推察され，今後この両者を同一
材料で比較検討することが必要であると考えられ
た．
　SSの病因として，免疫異常，遺伝的要因，性ホル
モンなどの他に，何らかの環境的要因が関与してい
るものと推察されている．環境的要因としてもっと
も考えられているのが，ウイルス感染である38｝．従来
より，SSの発症にEBVの関与が数多く報告されて
いる11）～16）．EBVはヘルペスウイルスに属する170
Kbpのdouble　strand　DNAウイルスで，ヒトの大
半に感染しており，その感染細胞はヒトB細胞，咽
頭粘膜上皮細胞，唾液腺上皮細胞とされている．
EBVの特徴は，感染細胞を不死化させることやB
細胞に感染することによりポリクローナルな抗体の
産生を誘導することが知られているが，健常人にお
けるEBV感染細胞は免疫学的な監視機構により，
その活性化は完全に制御されている．しかしながら，
SSにおいてはこの監視機構を逃れたEBVの再活
性化が生じていることが数多く報告されてい
る11）一一i6｝．そこで，著者はSS唾液腺におけるEBVの
関与を検討する目的で，EBV関連抗原の静止期のマ
ーカーであるLMPならびに再活性化のマーカーで
あるZEBRAの検索を行った．その結果，　SS患者15
雨中6例（40％）において，導管上皮ならびに一部
の単核球にLMPの発現が認められた．細胞浸潤の
程度とLMPの発現には相関は認められなかった．
MP陽性6例中3例でFasも陽性を示した．　SS患
者15例中7例（47％）において，導管上皮に
ZEBRA抗原の発現が認められた．細胞浸潤が高度
で，活動性の高い炎症の見られる部位の導管に
ZEBRAの高度の発現が見られ，炎症の程度と
ZEBRAの発現の程度に相関が認められた．ZEBRA
陽性7例すべてFasも陽性であった．この結果から
SS唾液腺局所に潜伏生存しているEBVは，何らか
の原因で再活性化が生じ，腺上皮細胞上にFas抗原
が誘導される機序が示唆された．最近，EBV陽性バ
ーキットリンパ腫細胞株においてFasの発現が充
記し，抗Fas抗体によってアポトーシスが誘導され
たという報告17）もあり，この機序の妥当性が考えら
れる．
　CD4＋Thの示す細胞障害性には，CD8＋CTLの示
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すそれと異なる特性が認められている．Thが抗原
特異的活性化を受けた後は，その細胞障害期には抗
原特異性はなく，周辺に存在するすべての細胞を障
害する．このような特異的な抗原提示細胞（APC）の
障害機序はdirect　cytotoxicityと呼ばれ，特異的
APC共存下でみられる非特異的標的細胞障害は
bystander　cytotoxicityといわれている39）40）．後者
はCD8＋CTLでは認められず，細胞障害性CD4＋
Thに特徴的なものである．　SS唾液腺局所において
は，EBVの再活性化に伴って腺上皮細胞上にEBV
関連抗原が表出し，それを認識した特異的CTLよ
るdirect　cytotoxicityと感染細胞周辺の健常腺細
胞もbystander　cytotoxicityによって抗原非特異的
に障害されている可能性も推察される．
　今回著者の報告により，SSの成立機序の一つに唾
液腺導管上皮においてEBVの再活性化により，Fas
の発現が充翻し，さらに導管周囲に浸潤している活
性化CD4＋T細胞においてもFasLの発現が充進
し，これらFas／FasLを介した相互結合により，ア
ポトーシスによる唾液腺破壊が起こっている可能性
が推察され，Fas／FasL結合を阻害する薬剤が開発
されれば，SSの新しい治療につながると考えてい
る．
結 論
　1．SS唾液腺において，導管上皮にFasの発現
が炎症の程度に相関して認められ，他方導管周囲に
浸潤している単核細胞にはFasLの発現が認めら
れ，導管上皮細胞にFas／FasLを介した細胞障害経
路が存在している可能性が推察された．
　2．SS唾液腺においてTUNEL法により，導管
上皮の細胞浸潤の強い部位にアポトーシスを生じた
細胞が認められた．これによって，腺細胞破壊の機
序としてアポトーシスの存在が示唆された．
　3．SS唾液腺において，導管上皮ならびに一部の
単核球にEBV関連抗原であるLMPやZEBRAの
発現が認められ，特にZEBRAの発現は細胞浸潤の
程度に相関して認められたことにより，SSの唾液腺
局所ではEBVの再活性化が起こっていることが示
唆された．
　以上のことにより，SSの成立機序の一つに唾液腺
導管上皮におけるEBVの再活性化に伴うFasの発
現充進，さらに導管周囲に浸潤している活性化T細
胞のFasL発現充進が起き，これらFas／FasLを介
した相互作用により，アポトーシスによる唾液腺破
壊が起こっている可能性が推察された．
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Detection　of　apoptosis－related　antigens　in　salivary　glands
　　　　　　　　　from　patients　with　Sj　6gren’s　syndrome
Jun　ISHII
Department　of　Microbiology，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　（Director：Professor　Fumio　Mizuno）
　　Sj6gren’s　syndrome　（SS）　is　an　autoimmune　disease　characterized　by　exocrine　gland　destruction．　To
analyze　the　pathogenesis　of　glandular　destruction　in　SS，　the　expression　of　Fas　antigen，　Fas　ligand　（FasL）
and　Epstein－Barr　virus（EBV）一related　antigen　by　immunohistochemical　staining，　DNA　fragmentation　in
apoptotic　cells　by　terminal　deoxynucleotidyl　transferase－mediated　dUTP－biotin　nick　end　labeling　method
were　examined．
　　Fas　antigen　was　expressed　on　the　ductal　epithelium　and　mononuclear　cells，　FasL　was　expressed
specifically　on　mononuclear　cells　infiltrating　into　salivary　glands．　Fas　expression　was　related　to　infiltrating
mononuclear　cells．　EBV　latent　membrane　protein，　and　EBV　ZEBRA　were　expressed　on　the　ductal
epithelium　in　salivary　galnds．　Apoptosis　was　detected　in　the　epithelial　cells　and　infiltrating　mononuclear
cells　in　salivary　glands．
　　These　results　suggest　that　EBV　may　play　pathogenic　role　of　Fas　expression　in　salivary　glands　of　SS．
Moreover　apoptosis　in　salivary　glands　of　SS　in　mediated　by　Fas／FasL　pathway．　The　pathway　may　be　an
important　mechanism　leading　to　the　glandular　destruction　in　SS．
〈Key　words＞　Sj6gren’s　syndrome，　apoptosis，　Fas，　FasL，　Epstein－Barr　virus．
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